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RESUMEN 
 
Objetivo. Evaluar el efecto de la nisina adicionada en queso costeño sobre la 
supervivencia  de Staphylococcus aureus.  Materiales y Métodos. Se elaboraron 
10 libras de queso costeño, 3 libras para cada una de las concentraciones (12, 
14,4 y 16,8 mg/Kg  de Nisina) determinadas por el método de Concentración 
Inhibitoria Mínima (CIM) según recomendaciones del CLSI (Clinical Laboratory 
Standards Institute, 2006).  La materia prima (leche) se sometió a las operaciones 
de filtración, refrigeración y pasteurización,  se determinaron valores de pH por el 
método de la A.O.A.C. 920.124 de 1990. Para la determinación de  la 
supervivencia y crecimiento de Staphylococcus aureus en los quesos elaborados 
se utilizaron cepas estandarizadas de S. aureus ATCC 29213, los quesos se 
incubaron a 10°C y 30°C y se realizó el análisis microbiológico en el tiempo cero, 
6, 12, y 24 horas de incubación, según el método de la FDA (Food and Drug 
Administration, 2003). Se planteó un Arreglo factorial 23, con  2 Temperaturas 
(10ºC y 30ºC), 3 Concentraciones de nisina (12 mg/Kg, 14,4 mg/Kg y 16,8 mg/Kg) 
y horas (0, 6, 12 y 24 respectivamente) de forma aleatoria, con 3 repeticiones por 
tratamiento. Resultados. El crecimiento del S. aureus ATCC 29213, se ve 
altamente influenciada por la combinación entre la temperatura y la concentración 
de nisina, observándose que la combinación de la menor temperatura de 
almacenamiento (10°C) y la mayor concentración de nisina (16,8 mg/Kg) 
consiguen disminuir considerablemente el recuento de UFC/mL de la bacteria en 
estudio. Se concluye que la  interacción Temperatura x Concentración es 
significativa (P=0.004215) y además los efectos principales temperatura, 
concentración y horas son altamente significativos respectivamente. 
Conclusiones. Los resultados obtenidos revelaron que la concentración de nisina 
requerida para  reducir significativamente la carga de S. aureus ATCC 29213 es la 
de 16,8 mg/Kg, concentración que está por encima de la cantidad recomendada 
por el Codex Alimentario. 
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1. INTRODUCCIÓN  
 
En el departamento de Córdoba, zona ganadera por excelencia en Colombia, se 
ha estimado una producción diaria de 1´060.510 litros de leche (Berrocal, 2004) y 
un 70% de ésta se destina a la elaboración de queso, empleándose en su mayoría 
sistemas artesanales (Oliver et al., 2005). El queso costeño, es de alto consumo 
en la población del departamento y la totalidad que se produce se prepara con 
leche cruda, sin ningún tipo de conservante convirtiéndolo en un alimento con alto 
riesgo de contaminación desde el momento de su fabricación hasta su 
comercialización, permitiendo la vehiculización de bacterias productoras de 
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) como, Brucella spp., 
Salmonella spp. Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Mycobacterium 
spp. (Calderon et al., 2006).   
 
En Colombia hasta la semana epidemiológica N° 53 de 2009, se notificaron al 
Sistema Nacional de Vigilancia 13161 casos de Enfermedades Transmitidas por 
Alimentos (ETAs), involucrados en 899 brotes, comparado con el mismo periodo 
del año 2008, donde se notificaron 8348 casos, se observa un incremento del 
36.5% en la notificación al sistema de vigilancia. Hasta la semana epidemiológica 
53 de 2009, el mayor número de casos se presentaron en la semana 6, debido a 
la ocurrencia de dos brotes, uno con 769 casos y otro con 183 casos, notificados 
por los entes territoriales de Bogotá y Sucre respectivamente. De las 36 Unidades 
Departamentales y Distritales, el 94.4 % notificaron casos de ETAs al SIVIGILA., el 
Distrito de Bogotá (142 brotes) y Antioquia (110 brotes) fueron los mayores 
notificadores, seguido de Huila y Sucre con 61 brotes y Nariño con 52 brotes. Del 
total de casos implicados en brotes de ETAs, notificados por las entidades 
territoriales hasta Semana N° 53, el 56.2% fueron confirmados por laboratorio, el 
8.4% confirmados por nexo epidemiológico, el 35.4% por clínica.  El grupo de 
edad que presentó la mayor incidencia de ETAs fue el de 15 a 44 años (49.8 %), 
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lo cual corresponde a 6555 casos, seguido por el grupo de 5 a 14 años (32.8 %) 
con 4312 casos. (SIVIGILA, 2009) 
 
Los principales agentes causales de ETAs en nuestro país son Salmonella spp. y 
S. aureus, los cuales ocupan los primeros lugares de los reportes anuales de la 
red de vigilancia en salud pública en Colombia (Vanegas et al., 2008, Torres et al., 
2004).  La utilización de sustancias antimicrobianas que han encontrado un amplio 
campo de aplicación en el sector alimentario como bioconservante es la nisina, 
convirtiéndose en una práctica de enorme interés tecnológico. La conservación de 
un alimento requiere de la eliminación o limitación de la habilidad de los 
microorganismos patógenos de crecer. Considerándose importante realizar esta 
investigación donde se evalúa el efecto de la nisina adicionada al queso costeño 
para así inhibir el crecimiento del S. aureus (uno de los principales causantes de 
intoxicación alimentaria en alimentos manipulados) en este producto, los 
resultados obtenidos  pueden aportar información de importancia a los fabricantes 
del producto, que se apropiarán de esta práctica sencilla, económica y de fácil 
aplicación para mejorar la calidad microbiológica del producto y alargar su vida útil, 
comercializando un queso con valor agregado que beneficie a los fabricantes por 
el aumento en la venta de un producto de mejor calidad y a los consumidores por 
adquirir un alimento más sano e inocuo. Además, los organismos de Salud Pública 
podrán organizar campañas educativas y sanitarias sobre producción, 
conservación y comercialización de queso costeño apto para el consumo y así 
contribuir a minimizar la morbimortalidad asociada a infecciones vehiculizadas por 
este alimento. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GENERAL 
 
Evaluar el efecto de la nisina adicionada en queso costeño sobre la supervivencia  
de Staphylococcus aureus.  
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar la concentración mínima de nisina que inhibe el crecimiento de 
S. aureus. 
 
 Caracterizar la materia prima y elaborar el queso costeño con tres 
diferentes concentraciones de nisina. 
 
 Caracterizar fisicoquímicamente los quesos costeños preparados con las 
tres diferentes concentraciones de nisina.  
 
 Determinar la supervivencia y el crecimiento de Staphylococcus aureus en 
el queso costeño elaborado con las tres diferentes concentraciones de 
nisina.  
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3. MARCO REFERENCIAL  
 
3.1 BACTERIOCINAS DE LAS BACTERIAS LÁCTICAS  
 
Las bacteriocinas son polipéptidos activos, sintetizados vía ribosomal por bacterias 
lácticas. Se caracterizan por presentar un efecto antagónico contra especies de 
microorganismos taxonómicamente relacionadas, ya sea patógenos y/o causantes 
de deterioro (Cotter et al., 2005). Dentro de los géneros de bacterias lácticas 
productores de bacteriocinas se encuentran Lactococcus, Leuconostoc, 
Lactobacillus, Pediococcus y Enterococcus (Vásquez et al., 2009). Más tarde el 
término bacteriocina fue empleado para designar a los péptidos antimicrobianos 
producidos por bacterias lácticas. En 1953 la empresa inglesa Aplin & Barret en 
Dorset, Inglaterra lanzó al mercado un concentrado de Nisina conocido como 
Nisaplin® (Delves-Broughton, 1990). En 1969, la Nisina fue valorada como segura 
para su uso en alimentos por la Food and Agriculture Organization /Word Health 
Organization. En 1983 fue incorporada en la lista de aditivos para alimentos de la 
Unión Europea (Cotter et al. 2005) y en 1988 fue aprobada por la Food Drug 
Administration (FDA) para ser usada en quesos fundidos pasteurizados (Chen y 
Hoover, 2003). En el 2001, su empleo ya había sido aprobado en 40 países. 
 
En  1993  se clasifican las bacteriocinas según su espectro de inhibición solo en 
dos grupos: A) Bacteriocinas activas frente a cepas taxonómicamente 
relacionadas. B) Bacteriocinas con un amplio rango de actividad frente a bacterias 
gram positivas (Yamazaki et al., 2005). Estudios recientes también manifiestan 
actividad antagónica de las bacteriocinas producidas por bacterias gram positivas 
contra microorganismos gram negativos (Todorov et al., 2005). La clasificación de 
las bacteriocinas de acuerdo a características físicas, químicas y genéticas es 
descrita por varios autores (Castellanos et al., 2008; Feria, 2007; Requena et al., 
1995;) que coinciden en mencionar las siguientes clases: 
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Clase I - Lantibióticos: Son péptidos pequeños (menos de 5000 Da), que 
contiene en su estructura aminoácidos atípicos o modificados caracterizado por la 
presencia de aminoácidos no comunes como lantionina, metillantionina y a 
aminoácidos insaturados como dehidroxilamina y dehidrobutirina, referenciados 
como lantibióticos. A este grupo pertenece la nisina, que es la bacteriocina mejor 
caracterizada, y se comercializa para uso como aditivo alimentario (Gálvez et al., 
2007). Su aplicación en alimentos es amplia, pues actúa adecuadamente a pH 
ácido lo que permite su uso en alimentos fermentados. Otros ejemplos de este 
grupo son la lacticina 481 y lacticina S. 
 
Clase II: Son péptidos pequeños termoestables (menos de 10000 Da). Ej. 
Lactacina B, Lactocina 27. Esta característica de termoresistencia parece estar 
relacionada con su estructura molecular, normalmente compuesta por pépticos 
pequeños que no presentan estructura terciaria. Esta característica la hace 
atractiva para la utilización en la industria de alimentos, porque resistiría 
tratamientos térmicos. 
 
Clase III: Proteínas termolábiles de peso molecular mayor 30000 Da. Ej. 
helveticina J. Más recientemente Castellano y colaboradores (2008) reportaron 
que la última revisión de la clasificación las divide en dos categorías principales: 
los lantibióticos que contienen lantioninas (clase I) y las bacteriocinas que no 
contiene lantionina (clase II), mientras que la clase general; proteínas termolábiles 
(es la clase III de bacteriocinas) constituyen un grupo llamado bacteriolisinas. 
 
3.1.1 Nisina.   
La nisina es un antibiótico polipeptídico producido por la bacteria Lactococcus 
lactis. La existencia de esta substancia se conoce desde finales de la década de 
1920, aunque se caracterizó mucho después. Se utiliza desde la década de 1940, 
aunque de forma muy limitada. Es un conservante bastante efectivo contra las 
bacterias gram-positivas, ya que se une a sus membranas interfiriendo en sus 
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sistemas de transferencia de protones. En particular, se podría utilizar para 
combatir a varios microrganismos patógenos, como Clostridium 
botulinum y Bacillus cereus, que forman endoesporas que resisten mejor el 
calentamiento que las células vegetativas y también Listeria monocytogenes. La 
nisina es también es muy eficaz en la prevención de alteraciones del queso, 
especialmente quesos fundidos, producidas por Clostridia.  Actualmente, esta es 
su principal aplicación. Además, la nisina se inactiva con las enzimas digestivas 
del hombre, posee termoestabilidad a pH ácido, es atoxica por lo que es 
reconocido como aditivo generalmente seguro por la FDA y está permitido su uso 
en más de 50 países (Delves-Broughton, 1990; Rodríguez, 1996).  
 
3.1.2 Estructura.  
La cadena polipeptídica de la nisina está formada por 34 aminoácidos, y tienen un 
peso molecular de 3354. Entre estos aminoácidos se encuentran varios poco 
comunes, como la lantionina, metilantionina, dehidroalanina y ácido 
dehidroaminobutírico. Todos ellos se forman por modificación de aminoácidos 
comunes (serina y treonina), después de la síntesis ribosomal del polipéptido. 
Tiene cuatro anillos, formados por un puente tioéter del tipo de la lantionina. 
 
3.1.3 Solubilidad.  
La nisina es soluble en medio acuoso y muy estable en medio ácido (3.5 -8).  
 
3.1.4 Factores que afectan la actividad de la Nisina.  
La nisina es bastante resistente a los tratamientos térmicos, especialmente en 
medio ácido, a pH menor de 3,5. Se obtiene por fermentación, y su principal 
inconveniente es que es un conservante comparativamente caro, lo que limita su 
utilización. En el tubo digestivo se degrada como las demás proteínas.  
 
 
3.2  EL QUESO COSTEÑO 
18 
 
 
El queso costeño es un producto autóctono de la costa Atlántica, que se elabora 
de forma artesanal, con alto contenido de sal y baja humedad y es utilizado 
principalmente en la industria panadera. Es un producto fresco, no ácido, 
prensado, no madurado, elaborado a partir de la leche de vaca. Por su baja 
humedad se puede clasificar como un queso semiduro con un contenido alto de 
grasa. La forma tradicional de este queso es el de bloques rectangulares, de color 
blanco o crema con poco brillo, de superficies irregulares. La textura es abierta 
con algunos ojos mecánicos, que se deshace cuando se frota en los dedos 
(Universidad Nacional de Colombia, 2008). 
 
Este alimento puede contaminarse con diferentes tipos de agentes que pueden 
alterar o no sus características y en dependencia del agente contaminante se 
distinguen la contaminación física, la química y la biológica. Esta última es la más 
estudiada, ya que los microorganismos causan la mayoría de las intoxicaciones 
alimentarias. (Frazier et al., 2003). Los principales agentes causales de 
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) en Colombia son Salmonella 
spp. y S. aureus, los cuales ocupan los primeros lugares de los reportes anuales 
de la red de vigilancia en salud pública en Colombia, los productos lácteos y 
aquellos que requieren de manipulación y están listos para el consumo humano, 
son los más relacionados con este tipo de brotes (Vanegas et al., 2008).  
 
La producción de estos quesos se da en una amplia zona del país y la 
denominación varían de acuerdo con la zona donde se produce, es así como en la 
costa atlántica, se denomina queso blando, en otros departamentos se denomina 
queso fresco, prensado, campesino, entre otros. Los quesos campesino y 
prensado tiene respectivamente en promedio las siguientes características: 70.95 
y 65.57% de humedad del queso desengrasado; 49.34 y 45.60% de materia grasa 
en la materia seca. Esto permite clasificarlos como quesos blandos y semiblandos 
de alto contenido de materia grasa de acuerdo con la clasificación de FAO/OMS 
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(ICTA y PRAD, 1994). Los requisitos microbiológicos y fisicoquímicos que se 
describen a continuación pertenecen a la resolución 2310 de 1986 y 1809 de 1989 
respectivamente del Ministerio de Salud de Colombia para quesos frescos. 
 
Cuadro 1. Requisitos fisicoquímicos para el queso 
 
Humedad del queso desengrasado  % m/m (máx.) 
Duro 40.00 
Semiduro 55.0 
Semiblando 65.00 
Blando    80.00 
Materia grasa en extracto seco  % m/m (min.) 
Rico en grasa  60.00 
Graso   45.00 
Semigrasa  20.00 
Semimagro 5.00 
Magro   0.1 
 
Fuente: Resolución 2310 de 1986, Ministerio de Salud de Colombia 
 
 
 
Cuadro 2. Requisitos microbiológicos para el queso fresco 
 
REQUISITOS  n m M c 
NPM coliformes  fecales/g 3 <100 _ 0 
Hongos y levaduras   3 100 500 1 
Estafilococo coagulasa positiva/g 3 1000 3000 1 
Salmonella/ 25 g  3 0 _ 0 
 
n = numero de muestra, m = nivel mínimo aceptable de calidad; M= nivel máximo aceptable de 
calidad, c= numero máximo de muestra entre m y M. 
Fuente: Resolución 2310 de 1986, Ministerio de Salud de Colombia. 
 
 
3.2.1  Staphylococcus aureus.  
El género Staphylococcus, es uno de los grupos bacterianos más estudiados; es 
un coco Gram positivo, catalasa y coagulasa positivos, se hallan en la piel y 
mucosas y pueden llegar a los alimentos a través de manipuladores de alimentos 
con infecciones piógenas agudas o por portadores asintomáticos, que los albergan 
en fosas nasales y faringe (Boyce, 1998; Al-Shemari et al., 2007) asociándose, 
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entonces, su presencia en alimentos a una inadecuada manipulación o al empleo 
de materia prima contaminada constituyéndose, a su vez, en fuente de 
diseminación a nuevos hospedadores susceptibles de adquirir la infección. Su 
metabolismo es de tipo fermentativo, son aerobios y anaerobios facultativos. Son 
capaces de fermentar la glucosa sin producción de gas y produce acetin metil 
carbinol. Fermentan el manitol con formación de ácidos y puede hacerlo en 
anaerobiosis y no hidrolizan el almidón (Murray et al., 2006). 
 
S. aureus, es un importante patógeno humano, se considera una bacteria  
osmotolerante, capaz de crecer en una actividad de agua (aw) baja como 0,86. 
Las enfermedades que causa incluyen infecciones agudas como la sepsis y 
toxemias, entre las que están: síndrome de shock toxico estafilocócico (SSTE), 
síndrome de piel escaldada estafilocócica (SPEE) e Intoxicación Alimentaria 
Estafilocócica (Murray et al., 2006). El S. aureus, posee una  amplia gama de 
factores de virulencia catalogados en toxinas, enzimas y factores estructurales, 
sustancias agresivas asociadas con la capacidad de esta bacteria para producir la 
enfermedad.  Varían desde componentes de la membrana celular como los ácidos 
teicoicos hasta exoenzimas que incluyen estafiloquinasa, hialuronidasa, fosfatasa, 
coagulasa, catalasa, proteasa, nucleasa, lipasa, leucocidina, hemolisinas y las 
enterotoxinas, que causan la intoxicación alimentaria, convirtiéndolo en uno de los 
microorganismos más ampliamente estudiados en la industria de alimentos (Dos 
Santos, 2007). 
 
3.2.1.1 Crecimiento de Staphylococcus aureus. 
Son capaces de crecer en presencia de un 40% de bilis. Soportan tasas elevadas 
de cloruro sódico. La temperatura óptima de crecimiento va de 35 a 40ºC y el pH 
óptimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pHs mucho más extremos. Poseen 
una enzima, coagulasa que los diferencia del resto de las especies del género, 
esta tiene la facultad de reaccionar con el fibrinógeno dando lugar a un coágulo de 
fibrina (Murray et al., 2006). 
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S. aureus, es inhibido por la Nisina, comportándose esta bacteriocina en un 
potente bloqueador de esta bacteria (Marcen, 2000). Se han realizado diferentes 
estudios que demuestran la efectividad de las bacteriocinas provenientes de BAL 
contra cepas de L. monocytogenes, E. coli y S. aureus: Kalmokoff, et al. (1999), 
Eppert et al. (1997), Rodríguez et al. (2002) y  Muriana (1996), han reportado la 
aplicación de nisina y otras bacteriocinas para el control de cepas de S. aureus y 
Listeria spp., resistentes a temperaturas de refrigeración y a tratamientos con 
desinfectantes convencionales en la industria alimentaria. 
 
3.2.3 Estudios relacionados.  
La incidencia de las enfermedades transmitidas a través de los alimentos causada 
por microorganismos contaminantes no es precisa, debido a las grandes 
limitaciones que existen en el actual sistema de información epidemiológica. Los 
centros de control y prevención de enfermedades, de los Estados Unidos de 
América, estiman que las enfermedades pueden afectar cada año hasta el 30% de 
la población de los países industrializados; Las enfermedades diarreicas son la 
segunda mayor causa de muerte de niños menores de cinco años, y ocasionan la 
muerte de 1,5 millones de niños cada año (OMS. 2009).  Cada año ocurren en los 
Estados Unidos 76 millones de casos de enfermedad transmitida por los 
alimentos. El Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades (CDC) 
estiman que ocurren 325.000 hospitalizaciones y 5.000 muertes relacionadas con 
las enfermedades transmitidas por alimentos cada año; de las cuales el 82% son 
de etiología desconocida, del 18% restante el 30.2% fueron causados por 
bacterias (principalmente Campylobacter spp., Listeria y Salmonella spp.), el 2.6% 
por parásitos (principalmente Giardia spp. y Toxoplasma spp.) y cerca de 67.2% 
por virus (en su mayoría  rotavirus). (ETA-SVCSP-INS, 2008). 
 
En el año 2007, hubo un total de 17,883 casos de ETAs.   El número mayor de 
casos se debió a la Salmonella spp., con una tasa de incidencia de 14.92 por cada 
100,000 personas. Las infecciones por Campylobacter spp. fueron las otras 
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infecciones más comunes con una tasa de incidencia de 12.79 por 100,000 
personas. En ese mismo orden siguieron las infecciones por Shigella spp., con 
una tasa de incidencia de 6.26 por 100,000 personas. Las tasas de infecciones 
fueron particularmente altas entre los niños menores de 5 años. (Tauxe, 2008). Se 
estima que las enfermedades causadas por Campylobacter spp, Salmonella spp., 
E. coli O157:H7 y Listeria monocytogenes en los EE.UU. tienen costos de casi 
US$ 7 billones cada año (INFOSAN, 2005). 
En los brotes de intoxicación alimentaria con etiología confirmada, 57% se 
atribuyeron a bacterias, 12% a virus y 21% a toxinas marinas. Los restantes 10% 
fueron causados por parásitos, contaminantes químicos o toxinas de las plantas. 
Los productos alimenticios más comúnmente asociados fueron: peces (22%), 
agua (20%), y carnes de ganado (14%). Según los datos de los brotes con 
agentes causales confirmados por laboratorio, Salmonella spp., fue 
indudablemente una de las bacterias más frecuentemente informada (20% de los 
brotes reportados) (ETA-SVCSP-INS, 2008).   
 
Del total de casos presentados en los brotes de ETAS, notificados hasta semana 
epidemiológica Nº 12, en el año 2008, se seleccionaron los más representativos, 
de acuerdo al tamaño de población involucrada, la calidad de la información y la 
configuración final del brote enviado por las entidades territoriales al INS. Los 
lugares de consumo en donde se presentaron la mayor incidencia de brotes fueron 
el hogar y los establecimientos educativos. El Staphylococcus coagulasa positivo 
(11.1%) y Salmonella spp. (11.1%), fueron los agentes etiológicos más detectados 
en los resultados de las muestras analizadas y procedentes de brotes de ETA. 
Otros indicadores de importancia para Colombia fueron: El grupo de edad que 
presentó la mayor incidencia de ETA fue el de 15 a 44 años (47.13%), lo cual 
corresponde a 412 casos, seguido por el grupo de 5 a 14 años (31.35%) con 274 
casos.  (ETA-SVCSP-INS, 2008) 
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Hasta la semana epidemiológica No. 40 del 2008, se notificaron al sistema 
nacional de vigilancia 6033 casos por archivos planos de ETAs. Por archivo 
colectivo 2008 se ha notificado 4154 casos en comparación del 2007 se notificaron 
4240 caso con una diferencia de 2%. Hasta el décimo periodo epidemiológico del 
2008, se presentó el mayor número de casos en la semana 22, debido a la 
presencia de un brote que ocurrió en un establecimiento penitenciario, ubicado en 
el Municipio de Bello (Antioquia) que aportó 1804 casos, de los 1843 casos 
notificados esa semana (Campo, 2008). 
 
Investigaciones relacionadas a la contaminación de quesos artesanales son las 
siguientes:  
 
Vanegas et al., (2008) han indicado que la presencia de S. aureus coagulasa 
positivo en los quesos artesanales puede indicar una contaminación a partir de 
piel, boca o fosas nasales de personas portadoras que manipularon el alimento.  
El hallazgo de algunas condiciones críticas de salubridad en el expendedor 
(manipulador del producto) como el poco aseo de manos, falta de certificados 
médicos, no afiliación a la seguridad social o inasistencia a programas de control y 
vigilancia,  se muestran como factores de riesgo para la contaminación del 
producto. 
 
Algunos productos en los cuales se ha implementado el uso de bacteriocinas, 
específicamente la nisina, son especialmente productos lácteos como el queso 
Gouda y queso Emmenthal donde la nisina inhibe el crecimiento de Cl. Butyricum 
y Cl. Tyrobutyricum. En el yogurt se da una inhibición del cultivo iniciador 
Lactobacillus delbrueckii, bulgaricus y Strptococcus thermophilus por la nisina 
(Rojas y Vargas, 2008) por lo que se comprueba que no cualquier bacteriocinas 
puede ser aplicada como preservante en alimentos.  
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En los quesos frescos los tratamientos adicionados con nisina no se logró aislar 
ninguna colonia de Staphylococcus, demostrándose por un lado, la efectividad de 
la nisina para inhibir su crecimiento y su  la capacidad para evitar la contaminación 
con el patógeno (Samelis, J et al, 2003). 
 
En Montería-Córdoba un estudio realizado por Martínez y colaboradores (2006), 
mostro una contaminación del queso costeño del 100% con S. aureus, coliformes 
totales y fecales, convirtiéndolo en un alimento no apto para el consumo. Yánez y 
colaboradores (2008) en un estudio realizado en alimentos expendidos en la vía 
pública en Montería reportaron mayor contaminación por Salmonella spp. En 
quesos de 18,4% por PCR-RT y 5,3% por el método convencional. 
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3.3  MARCO LEGAL 
 
 Ley 9 de 1979  por la cual se  reglamenta el Código Sanitario Nacional  
 Resolución 01804/89 por la cual se modifica la Resolución No 02310/86 
que reglamenta parcialmente el título V de la Ley 09/79.  La resolución 
indica las características fisicoquímicas y microbiológicas del queso fresco. 
Especifica los exámenes rutinarios y especiales  que deben practicarse y el 
número de muestras a evaluar para determinar la calidad del queso.   
 Decreto 3075 de 1997, (Decreto reglamentario a la Ley 09 de 1979)  Regula  
todas las actividades que pueden generar factores de riesgo por el 
consumo de alimentos.  El decreto es de aplicación a  fábricas  de 
alimentos,  a las actividades de la producción y a las actividades de 
vigilancia y control.  
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4. METODOLOGÍA 
 
4.1 TIPO DE ESTUDIO 
La investigación corresponde a una observación de tipo exploratorio y descriptivo 
de corte transversal que se realizó en la ciudad de Montería-Córdoba, Colombia 
2010. 
 
4.2 POBLACIÓN Y MUESTRA 
La población objeto del estudio es el queso costeño elaborado en la planta piloto 
del programa Ingeniería de Alimentos de  la Universidad de Córdoba-Colombia, 
sede Berástegui. La muestra correspondió a 10 libras de queso costeño elaborado 
en el área de lácteos de la planta piloto, el queso se preparó teniendo en cuenta la 
metodología planteada en  este proyecto y se mantuvo en refrigeración (4°C) 
hasta ser utilizados. 
 
4.3 SITIO DE TRABAJO 
Los análisis de pH y presencia de antibióticos en la leche cruda y pH se llevo a 
cabo en los laboratorios de Análisis de Alimentos y Lactología en la sede de 
Berástegui de la Universidad de Córdoba. Las pruebas microbiológicas fueron 
realizadas en el laboratorio de Microbiología del programa de Bacteriología de la 
Facultad Ciencias de la Salud, Sede Central.  La producción y almacenamiento de 
los quesos en la Planta Piloto de Lácteos de la Universidad de Córdoba (Sede 
Berástegui). 
 
Ubicación Sede Central: municipio de Montería, capital del departamento de 
Córdoba, localizada al noroeste de Colombia, a 8°45´ de latitud norte y 75°53´ de 
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longitud oeste. Tiene una altitud de 18 metros sobre el nivel del mar. Temperatura 
promedio de 28°C (Instituto geográfico Agustín Codazzi). 
 
Ubicación Sede Berástegui: corregimiento de Berástegui, municipio de Ciénaga 
de Oro, departamento de Córdoba, Colombia; con una temperatura promedio de 
29°C, humedad relativa 86% y 20 m.s.n.m.  Enmarcada geográficamente entre 8° 
31 de longitud norte y 75 ° 58 de latitud oeste del meridiano de Greenwich 
(Instituto geográfico Agustín Codazzi). 
 
4.4 MATERIALES  Y MÉTODOS 
 
4.4.1 Determinar la concentración mínima de nisina que inhibe el crecimiento 
de S. aureus. 
 
Se utilizó la técnica de  Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) según 
recomendaciones del  Clinical Laboratory Standards Institute, 2006 (CLSI) con 
diferentes concentraciones de Nisina (Ver anexo D), para escoger las tres  
concentraciones de nisina que inhiben el crecimiento de la cepa de  S. aureus 
ATCC 29213,  utilizada en el estudio y así preparar los quesos con las tres 
concentraciones de nisina que tuvieron efecto antimicrobiano. (Ver anexo D y C) 
 
4.4.2  Caracterizar la materia prima y elaborar el queso costeño con tres 
diferentes concentraciones de nisina. 
 
La leche de vaca que se utilizó en la investigación fue obtenida del programa de 
bovinos de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad de 
Córdoba, una vez recepcionada la materia prima se sometió a las operaciones de 
filtración y refrigeración hasta una temperatura de 4°C; se determinó la presencia 
de antibióticos en la leche utilizando el método colorimétrico de DELVOTEST (SP 
–NT de DSM) y la medición del pH  por valoración potenciométrica según el 
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método de la A.O.A.C. 920.124 DE 1990. Se realizaron análisis fisicoquímico por 
triplicado utilizando el equipo BIOLAC 60, que determinó grasas, lactosa, 
temperatura de la leche, agua adicionada, proteínas, sólidos no grasos, sales, 
densidad y crioscopia según el método FIL (FEDERACION INTERNACIONAL 
LECHERA-IDF 141B, 1996). Se elaboraron  10 libras de queso costeño, por el 
proceso estandarizado del manual de productos lácteos del ICTA 1994, utilizando 
leche pasteurizada a 63ºC por 30 minutos, 3 libras con la menor concentración de 
nisina,  3 con la concentración  media de nisina, 3 libras con la mayor 
concentración de nisina y una libra que se utilizó como control (no contenía 
nisina).  
 
4.4.3 Caracterizar fisicoquímicamente los quesos costeños preparados con 
las tres diferentes concentraciones de nisina. 
 
La medición del pH en el queso se realizó con la misma metodología descrita en el 
numeral 4.3.2. Se realizó la medición de los valores de pH en los quesos costeños  
cada vez que se realizaba el análisis microbiológico. También se determinó el 
porcentaje de materia grasa y materia grasa en la materia seca por el método de 
Gerber Van Gulik. 1957, el porcentaje de humedad y humedad de queso sin grasa 
por Gravimetría de la norma ICONTEC 735 (item 6.3), se determinaron proteínas 
por el método Micro Kjeldahl. Oficial methods of analices 988.05, acidez titulable 
por el método titrimétrico AOAC 920.124 y sólidos totales por Gravimetría según 
norma ICONTEC 735. (Ver anexo A) 
 
4.4.4 Determinar la supervivencia y el crecimiento de Staphylococcus aureus 
en el queso costeño elaborado con diferentes concentraciones de nisina. 
 
Se realizaron por triplicado los arreglos relacionados a continuación para este 
objetivo: 
Queso costeño elaborado con Leche pasteurizada:  
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Queso costeño con menor concentración de nisina 
Queso costeño con concentración intermedia de nisina 
Queso costeño con mayor concentración de nisina 
Se utilizaron cepas de S. aureus ATCC  29213 y se inoculó cada queso por 
inmersión durante un minuto en una suspensión bacteriana de las cepas 
estandarizada con una concentración correspondiente a un Mcfarland de 0,5 lo 
que corresponde a aproximadamente 1,5 X 108 UFC/ml (Densidad Óptica entre 
0,08 y 0,1) (CLSI, 2006). Después se incubaron los quesos a 10°C y temperatura 
ambiente (30°C) rangos de temperatura de conservación del alimento en nuestro 
medio, realizándose el recuento de S. aureus a las 0 horas (proceso que se realiza 
antes de la incubación), 6, 12 y 24 horas de incubación, determinando así, el 
número de unidades formadoras de colonias. Para el aislamiento e identificación 
de S. aureus  se utilizó el método de la FDA (Food and Drug Administration, 2003). 
(Ver anexo E) 
 
4.5 DISEÑO EXPERIMENTAL 
Se planteó un Arreglo factorial 2 x 3, con  2 Temperaturas (10ºC y 30ºC), 3 
concentraciones de nisina (12 mg/Kg, 14,4 mg/Kg y 16,8 mg/Kg) y horas (0, 6, 12 
y 24 respectivamente) de forma aleatoria, con 3 repeticiones por tratamiento. 
 
4.5.1 VARIABLES E INDICADORES 
 
4.5.1.1. Variables independientes.  Temperaturas de almacenamiento (10°C y 
30°C); tipo de queso: elaborado con leche pasteurizada con concentraciones de 
nisina (alta, media y baja), tiempo de incubación (0,6, 12 y 24 horas).  
4.5.1.2. Variables dependientes.  pH, variables organolépticas (Color y 
apariencia general); variables microbiológicas (Crecimiento de Staphylococcus 
aureus).  
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4.5.3 PROCESAMIENTO Y ANÁLISIS DE LOS DATOS 
Los resultados obtenidos se tabularon y representaron en graficas acompañados 
de su análisis y discusión respectiva. Se les  practicó  análisis estadístico 
mediante prueba de Varianza (Software R) para determinar la significancia  entre 
las  variables del estudio y  prueba de Duncan o prueba de medias para precisar 
las diferencias significativas (P<0.05) entre los diferentes tratamientos.  
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5. RESULTADOS  Y DISCUSIÓN 
 
Teniendo en cuenta que la nisina es un producto clasificado como seguro por la 
FDA, que puede ser digerido por las enzimas gástricas del ser humano y que no 
genera efectos tóxicos en el organismo, se realizó la determinación de las tres 
concentraciones de nisina a utilizar en esta investigación empleando la técnica de 
CIM, según recomendaciones del CLSI, donde se concluyó que las tres 
concentraciones a utilizar serian 12, 14.4 y 16.8 mg/Kg, donde las dos últimas 
concentraciones empleadas en el estudio no están permitidas para el consumo 
humano, observadas en el cuadro 3. 
 
Cuadro 3. Concentración mínima inhibitoria 
 
  
CONCENTRACION DE 
NISINA 
CRECIMIENTO 
SI NO 
700 UI 16,8 Mg/Kg  X 
600 UI 14, 4 Mg/Kg  X 
500 UI 12 Mg/Kg  X 
400 UI 9,6 Mg/Kg X  
300 UI 7,2 Mg/Kg X  
CONTROL 
DEL 
MEDIO 
  X 
CONTROL 
DEL M.O. 
 X  
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Los resultados obtenidos revelaron que los niveles requeridos de nisina, para 
reducir significativamente la carga de S. aureus ATCC 29213 ocurrió a partir de 12 
mg/kg en donde no se observó crecimiento bacteriano, que es la carga 
recomendada en la norma general del Codex para los aditivos alimentarios, 
CODEX STAN 192-1995 del Codex Alimentarius,  actualizado hasta la 
33a Reunión de la Comisión (2010), siendo comparable esta reducción con 
proporciones de nisina de 14,4mg/Kg y 16,8 mg/Kg . Estos resultados confirman 
los reportes previos de que la nisina es capaz de ejercer un efecto bactericida e 
inhibir el crecimiento del Staphylococcus aureus. Según la bibliografía consultada, 
la incorporación de nisina en los quesos puede variar según las legislaciones 
pertinentes de cada país. En Colombia las cantidades sugeridas por la norma 
general del Codex para los aditivos alimentarios, CODEX STAN 192-1995 del 
Codex Alimentarius (2010) es de 12,5 mg/Kg, como se pudo comprobar en esta 
prueba preliminar, fue suficiente para reducir la carga de Staphylococcus aureus 
ATCC 29213.  
 
Los resultados del análisis fisicoquímico y análisis sensorial se resumen en los 
cuadros  4 y 5, los cuales se ajustan a los requerimientos exigidos por el ministerio 
de protección social, la evaluación sensorial 
 
Cuadro 4. Análisis fisicoquímico 
 
Quesos 
Concentraciones 
de nisina 
pH % Acidez % Humedad % Grasa 
12 mg/Kg 6.11 0.6930 42.7 20 
14.4 mg/Kg 6.0 0.5544 36.2 24 
16.8 mg/Kg 5.66 0.4158 42.0 20 
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Cuadro 5. Análisis sensorial 
 
 Apariencia Textura Color Olor 
12 mg/Kg Poca presencia 
de material 
microscópico, 
aspecto limpio 
Buena 
consistencia y 
compactación 
grasosa, 
huecos 
pequeños muy 
escasos no 
comunicados 
sin presencia 
de abertura 
blanco Fragante(queso 
fresco) 
14.4 mg/Kg Aspecto limpio, 
sin presencia 
de material 
particulado 
Buena 
consistencia y 
compactación 
grasosa, 
huecos 
pequeños muy 
escasos no 
comunicados 
sin presencia 
de abertura 
blanco Fragante(queso 
fresco 
16.8 mg/Kg Escasa 
presencia de 
material 
microscópico, 
aspecto limpio 
Buena 
consistencia y 
compactación 
grasosa, 
huecos 
pequeños muy 
escasos no 
comunicados 
sin presencia 
de abertura 
blanco Fragante(queso 
fresco) 
 
 
 
Cuadro 6. Análisis de la leche cruda 
 
Análisis para la leche cruda Observaciones 
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Acidez (acido láctico) 0.19 % acido láctico 
Grasa 4.23 por 100 ml de leche 
Densidad 32.54ºLactometricos 
Lactosa 4.87 
Sólidos no grasos 8.94 
Proteínas 3.17 
H2O adicionada 0 
Crioscopia -0.574 °C 
Sales 0.75%(cloruro) 
 
En el cuadro 6 se pueden observar los diferentes análisis que se realizaron para 
evaluar las características de la leche cruda utilizada en el estudio realizado, de 
las cuales podemos concluir que esta leche cumple con los requisitos exigidos por 
el ministerio de protección social en el decreto 2838 de 2006 y la  leche analizada  
es fresca y estaba bajo condiciones  de conservación y preservación  adecuada no 
permitiendo la acidificación de esta. 
En  los siguientes tablas se muestran los resultados obtenidos, seguidamente se 
realiza un promedio de estos y se grafica. 
 
PRIMERA REPLICA 
QUESO 10°C 
  
 
12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs 22800 20400 28000 19 
6hrs 13600 9200 7800 13 
12hrs 9800 4200 1000 16 
24hrs 6000 2800 400 19 
     
QUESO 30°C 
     
 
12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs 26800 22500 25000 21 
6hrs 23800 15600 14000 18 
12hrs 22800 11200 8000 15 
24 hrs 18800 6600 4800 12 
 
Fuente: datos investigadores 
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 *U.F.C. Unidades Formadoras de Colonias /g 
 
SEGUNDA REPLICA 
QUESO 10°C 
     
 
12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs 35200 36800 30000 17 
6hrs 8000 6500 4600 11 
12hrs 6700 3200 1300 18 
24 hrs 4000 1700 100 11 
     
QUESO 30°C 
     
 
12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs 28000 24800 26000 19 
6hrs 19200 13400 13600 18 
12hrs 17600 11600 12400 14 
24hrs 15800 9800 6000 16 
 
Fuente: datos investigadores 
 *U.F.C. Unidades Formadoras de Colonias /g 
 
TERCERA REPLICA 
QUESO 10°C 
     
 
12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs 23400 30000 23000 11 
6hrs 12200 7400 4200 8 
12hrs 6100 4450 1580 3 
24hrs 5700 1130 94 1 
     
QUESO 30°C 
     
 
12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs 31000 28000 22000 17 
6hrs 19800 18000 19000 15 
12hrs 21000 9100 7700 16 
24hrs 16700 7000 4560 18 
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Fuente: datos investigadores 
 *U.F.C. Unidades Formadoras de Colonias /g 
En las Gráficas 1 y 2 se observa que el crecimiento del S. aureus ATCC 29213, se 
ve altamente influenciada por la combinación entre la temperatura y la 
concentración de nisina, porque la combinación de la menor temperatura de 
almacenamiento y mayor concentración de nisina consiguen disminuir 
considerablemente el recuento de UFC/mL de la bacteria en estudio.  
 
 
 
Gráfica 1. Crecimiento de S. aureus a 10ºC 
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Gráfica 2. Crecimiento de S. aureus a 30ºC 
 
Estos resultados coinciden en gran parte con los resultados de Maldonado y 
Manca. 2007, investigadores del Laboratorio de Bioquímica de Alimentos del 
Instituto de Química y Tecnología, de la Facultad de Agronomía de la Universidad 
Central de Venezuela, Maracay, estado Aragua, Venezuela. Estos realizaron un 
estudio llamado Efecto de la incorporación de nisina sobre la supervivencia del 
Staphylococcus aureus en queso de mano, donde llegaron a la conclusión de que 
el uso de la nisina en el queso experimental, inhibió el crecimiento de la bacteria 
Staphylococcus aureus, en el queso que fue conservado a 10°C durante siete 
días, y hubo una significante reducción de 1.21unidades logarítmicas el primer día 
de almacenamiento en este tipo de quesos.  También se pudo apreciar, que el 
contaje de bacteria durante los tres tiempos de almacenamiento estudiados están 
por debajo del límite detectable de microorganismo (<1.30 Log (UFC/g), indicando 
que la nisina fue efectiva en la inhibición del crecimiento de la bacteria S. aureus 
en el queso de mano almacenado por siete días a la temperatura promedio de 
10ºC. 
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Por otra parte, otro estudio realizado en Venezuela en el año 2007 realizado por 
Márqueza  y García Rojas revela que los resultados encontrados en la 
investigación llamada Efecto de la nisina sobre la microflora patógena del queso 
blanco artesanal tipo “telita” elaborado en una quesera de Upata, Estado Bolívar, 
Venezuela,  confirman el efecto inhibitorio de la nisina sobre el crecimiento del S. 
aureus, estudiando el efecto inhibitorio de la adición de nisina (16,7 y 10,0 mg/kg) 
en queso blanco tipo “telita” sobre la supervivencia de S. aureus, encontraron que 
ambas concentraciones de nisina utilizadas mostraron un efecto bacteriostático 
sobre el S. aureus a las 2 semanas de almacenamiento a 8 ± 2 ºC, concluyendo 
que este efecto fue dependiente de la concentración de nisina adicionada al 
producto y de la población inicial de S. aureus presente en el queso “telita”. La 
reducción en los niveles de S. aureus en las muestras de queso telita con 10,0 y 
16,7 mg nisina/kg parece estar relacionada con la fuerte actividad 
antiestafilocócica, ejercida por la nisina cuando se usa a niveles de 3,75-12,50 
mg/kg (150- 500 UI/g) en el producto terminado, como ha sido reportado por varios 
autores. Es evidente, así, demostrar que la acción de la nisina en los quesos 
conservados a 10 °C, es más eficaz que en los quesos almacenados a 30°C. 
En el cuadro 7 se observa el análisis de varianza y se concluye que la  interacción 
temperatura x concentración es significativa (P=0.004215) y además los efectos 
principales temperatura, concentración y horas son altamente significativos 
respectivamente.  Ahora bien, como la interacción principal temperatura x horas x 
concentración no es significativa el crecimiento de S. aureus en el queso costeño 
elaborado con diferentes concentraciones de nisina no depende de las horas de 
incubación. 
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Cuadro 7. Análisis de varianza Usual en R 
 
Variable dependiente: Supervivencia  de  Staphylococcus aureus 
Fuente de variación SC GL CM F P 
Temperatura 6.154E10 1 6.154E10 20.731 2.426e-
05*** 
Horas 3.129E10 3 1.043E10 3.513 0.020062* 
Concentración 1.536E11 3 5.121E10 17.251 2.559e-
08*** 
Temperatura * Horas 1.789E9 3 5.964E8 0.2009 0.895407 
Temperatura*Concentración 4.317E10 3 1.439E10 4.847 0.004215** 
Horas * Concentración 1.312E10 9 1.457E9 0.4909  0.875449 
Temperatura * Horas * 
Concentración 
1.328E9 9 1.476E8 0.050 0.999977 
Error 1.900E11 64 2.969E9   
Total 4.959E11 95    
 R cuadrado = 0.6168  (R cuadrado corregida = 0.4312) 
 
 
 
En el cuadro 8 se observa el resultado de la prueba de Duncan donde se 
comparan los tratamientos para determinar la interacción significativa entre 
temperatura y concentración de nisina, a fin de evaluar cual concentración  de 
nisina inhibe más eficazmente el crecimiento de la cepa de S. aureus, utilizada en 
este estudio. 
 
Cuadro 8. Comparación de los tratamientos  
(Grupos, tratamientos y medias) 
 
a 12 mg/Kg 30ºC  166250 
b 14.4 mg/Kg 30ºC  91750 
bc 12 mg/Kg 10ºC 51941.67  
bc 16.8 mg/Kg 30ºC  47625 
cd 14.4 mg/Kg 10ºC 31931.67 
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cd 16.8mg/Kg 10ºC 19197.83 
d control 30ºC  1.541.667 
d control 10ºC 1.158.333 
 
 
12:30ºC 14.4:30ºC 12:10ºC 16.8:30ºC 14.4:10ºC 16.8:10ºC Control:30ºC Control:10ºC
0
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0
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  cd
  cd
   d    d
 
 
Gráfica 3. Comparación de recuentos por tratamientos 
 
De la prueba de Duncan, se puede concluir que la concentración mínima de nisina 
que inhibe el crecimiento de S. aureus es la concentración  de 16.8 mg/Kg a una 
temperatura de 10ºC con una media de 19197.83,  el crecimiento máximo se da 
en una concentración de 12 mg/Kg a una temperatura de 30ºC con una media de 
166250. Estos mismos resultados se pueden observar con mayor claridad en la 
Gráfica 3. 
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6.  CONCLUSIONES  
 
 
Los resultados obtenidos revelaron que la concentración de nisina requerida para  
reducir significativamente la carga de S. aureus ATCC 29213 es la de 16,8 mg/Kg, 
concentración que está por encima de la cantidad recomendada por el Codex 
Alimentario, permitiendo concluir que en los quesos costeños no es factible la 
utilización de la concentración permitida de nisina (12 mg/Kg). 
 
La conservación del queso costeño del estudio a temperatura de refrigeración 
(10ºC) garantiza un menor recuento de UFC/mL de la cepa en estudio. 
 
En el análisis de varianza se concluye que la  interacción temperatura x 
concentración es significativa y además los efectos principales temperatura, 
concentración y horas son altamente significativos respectivamente.   
 
En la prueba de Duncan se observa que hay diferencias significativas entre los 
tratamientos 12 mg de nisina por Kg de queso a 30ºC y 16.8 mg de nisina por Kg 
de queso a 10ºC. 
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7.   RECOMENDACIONES  
 
 
De acuerdo al trabajo realizado y a las conclusiones que hemos formulado, 
podemos realizar las siguientes recomendaciones: 
 
Desarrollar investigaciones similares, acordes a la reglamentación sobre 
microbiología alimentaría en especial para productos lácteos y derivados. 
  
Coordinar con organizaciones de Salud Pública investigaciones similares de 
cobertura departamental que muestren la realidad del estado de contaminación 
que tienen los quesos en el departamento de Córdoba y  así desarrollar técnicas 
que contribuyan a convertir el queso costeño en un alimento más inocuo.  
 
Coordinar entre Universidad y Saneamiento municipal, acciones educativas 
dirigidas a expendedores de queso para que tengan conocimiento sobre el 
manejo, manipulación y conservación del producto y lograr minimizar las 
posibilidades de contaminación. 
 
Recordar a organismos de salud Pública el control periódico de los controles 
médicos a que debe someterse en expendedor y/ o manipuladores de quesos para 
garantizar un adecuado estado de salud en beneficio del consumidor y la 
comunidad en general.   
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ANEXO A. DETERMINACION DEL EFECTO DE  UNA BACTERIOCINA 
ADICIONADA EN QUESO COSTEÑO SOBRE   Staphylococcus aureus. 
Análisis: Leche cruda 
 
 
 
 
Análisis para la leche cruda Observaciones 
Acidez (acido láctico)  
Grasa  
Densidad  
Lactosa  
Sólidos no grasos  
Proteínas  
H2O adicionada  
Crioscopia  
Sales  
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ANEXO B. DETERMINACION DEL EFECTO DE  UNA BACTERIOCINA 
ADICIONADA EN QUESO COSTEÑO SOBRE   Staphylococcus aureus. 
 
Observaciones: Crecimiento S. aureus  
Concentraciones – tiempos y temperaturas  
 
 
PRIMERA REPLICA 
QUESO 10°C 
     
 12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs     
6hrs     
12hrs     
24hrs     
 
QUESO 30°C 
 12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs     
6hrs     
12hrs     
24 
hrs 
    
                           Fuente: datos investigadores 
                          *U.F.C. Unidades Formadoras de Colonias /g  
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SEGUNDA REPLICA 
QUESO 10°C 
 12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs     
6hrs     
12hrs     
24 hrs     
 
QUESO 30°C 
 12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs     
6hrs     
12hrs     
24hrs     
       Fuente: datos investigadores 
      *U.F.C. Unidades Formadoras de Colonias /g 
 
 
 
 
 
 
TERCERA REPLICA 
QUESO 10°C 
 12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs     
6hrs     
12hrs     
24hrs     
 
QUESO 30°C 
 12 mg/Kg 14.4 mg/Kg 16.8 mg/Kg QUESO CONTROL 
0 hrs     
6hrs     
12hrs     
24hrs     
                          Fuente: datos investigadores 
                         *U.F.C. Unidades Formadoras de Colonias /g  
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ANEXO C. Determinación de las tres concentraciones mínimas de nisina que 
inhiban el crecimiento de S. aureus. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CIM de Nisina para S. aureus 
Cepa Staphylococcus 
aureus ATCCC 29213  
Repique en agar sangre 
Incubar a 37°C /24 hrs 
Mcfarland 0.5
*
 (1.5 x 10 
10
 UFC/ mL) 
Abs: 0.08 – 0.13 
* 3-4 colonias + 5 mL de Solución salina 
0.95% 
Dilución 1: 150 (1 x 10
8
 UFC/mL) 
1 mL McFarland 0.5 + 14 mL de Solución 
Salina 0.95% 
 
 
 Dilución 2: 100 (1 x 10
6
 UFC/Ml) 
5 mL Dilución 1 + 15 mL de Solución Salina 
0.95% 
 
 
 
Stock de nisina 
100 ml agua Peptonada 
+ 
Concentración X
**
 en mg 
de nisina 
1 mL de dilución 2 + 9 ml de stock de nisina  
(5 x 10
5
 UFC/mL) 
 
 
 
Incubar a 37°C por 16 – 18 horas 
 
 
 Lectura 
Crecimiento: turbidez + presencia de nata en 
el medio 
 
 
 
61 
 
** Las concentraciones de nisina utilizadas serán distribuidas de la siguiente 
manera: 
Concentración de 
nisina 
Equivalencia en 
miligramos 
300 UI 7.2 
400 UI 9.6 
500 UI 12 
600 UI 14.4 
700 UI 16.8 
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ANEXO D. DETERMINACION DEL EFECTO DE  UNA BACTERIOCINA 
ADICIONADA EN QUESO COSTEÑO SOBRE   Staphylococcus aureus. 
 
CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA 
 
 
CONCENTRACION 
CRECIMIENTO 
SI NO 
700 UI 16,8 Mg/Kg   
600 UI 14, 4 Mg/Kg   
500 UI 12 Mg/Kg   
400 UI 9,6 Mg/Kg   
300 UI 7,2 Mg/Kg   
CONTROL 
DEL 
MEDIO 
   
CONTROL 
DEL M.O. 
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ANEXO E. Determinación de  la supervivencia y el crecimiento de 
Staphylococcus aureus en el queso costeño elaborado con diferentes 
concentraciones de nisina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
EVALUACION MICROBIÓLOGICA 
DETERMINACION DE S. aureus 
DILUCIÓN 10 -1 DILUCIÓN 10 -2 DILUCIÓN 10 -3 
10 gr de QUESO 
[x] NISINA 
+ 
90 Ml AGUA PEPTONADA  
1 Ml de DILUCIÓN 10-1 
+ 
9Ml AGUA PEPTONADA  
1 Ml de DILUCIÓN 10-2 
+ 
9Ml AGUA PEPTONADA  
SEMBRAR 0,1 Ml  
EN AGAR BAIRD PARKER 
  
SEMBRAR 0,1 Ml  
EN AGAR BAIRD PARKER 
  
SEMBRAR 0,1 Ml  
EN AGAR BAIRD PARKER 
  
INCUBAR A 37°C / 24 
HORAS 
  
LECTURA: UFC/Ml 
MULTIPLICAR POR EL NÚMERO INVERSO DE LA DILUCIÓN 
 
  
TOMAR COLONIAS CARACTERISTICAS 
  
COLORACION GRAM 
  
 FIJACIÓN DE LA 
PLACA 
 
 ADICIÓN DE CRISTAL 
VIOLETA: 1 MINUTO 
 ADICIÓN DE LUGOL 
DE GRAM: 1 MINUTO 
 ADICIÓN DE 
ALCOHOL ACETONA: 
10 SEGUNDOS 
 ADICIÓN 
SAFRANINA: 1 
MINUTO 
 ENTRE CADA PASO 
SE LAVA CON AGUA 
DESTILADA. 
PRUBA DE CATALASA 
  
EN UN PORTAOBJETOS 
REALIZAMOS UNA 
EMULSION: 
 
UNA GOTA DE H2O2 AL 3 %. 
 
+ 
1 COLONIA 
CARACTERISTICA 
EL DESPRENDIMIENTO  DE 
BURBUJAS SE CONSIDERA 
UNA PRUEBA POSITIVA. 
PRUBA DE COAGULASA 
EN UN TUBO 
REALIZAMOS UNA 
EMULSION: 
 
0,5 Ml DE PLASMA DE 
CONEJO 
 
+ 
3-4 COLONIAS 
CARACTERISTICAS 
 INCUBA A 37°C 
 LECTURA A LAS 4 
HORAS 
SE OBSERVA LA 
FORMACIÓN DE UN 
COÁGULO TOTAL O 
PARCIAL SI EL TEST ES 
POSITIVO. 
Este procedimiento se realizó para cada uno de los quesos preparados con las tres concentraciones de nisina y las dos 
temperaturas de conservación. 
